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イネ苗立枯細菌病菌 Burkholderia plantarii 
の病原性因子に関する研究 
 
STUDY ON VIRULENCE FACTOR OF BURKHOLDERIA PLANTARII,  
THE CAUSAL AGENT OF RICE SEEDLING BLIGHT 
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指導教員 大島研郎 
 
法政大学大学院理工学研究科生命機能学専攻修士課程 
 
Burkholderia plantarii is the causal agent of  rice seedling blight and produces a phytotoxin called 
tropolone. Genes for tropolone biosynthesis have not been identified in B. plantarii yet. The aim of  this 
study is to find genes for pathogenicity and tropolone production in B. plantarii. As a result, I found the 
mutant strains that showed a mild pathogenicity but produced normal amounts of  tropolone, suggesting 
that the existence of  a virulence factor except tropolone. 
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１．緒言 
イネ苗立枯細菌病菌 Burkholderia plantariiは，イネに黄
化・生長抑制・枯死などの症状を誘導する植物病原細菌で
ある．特に，箱育苗栽培において深刻な被害を与えるため，
日本でも移植苗の安定供給にあたって問題視されている． 
B. plantarii が産生する二次代謝産物トロポロンが病原
性に関与することが知られている．また，トロポロンは抗
菌・抗真菌活性を有しており，医薬品や化粧品において用
いられている．そのため，その生合成経路には注目が集ま
っている．近年，菌類においてトロポロン生合成経路が明
らかにされたが，B. plantariiにおけるトロポロンの生合成
やイネに対する病原性誘導に関する分子メカニズムの多
くは依然謎に包まれている． 
本研究では，B. plantariiのトロポロンの生合成に関与す
る遺伝子を探索し，その生合成経路の一端を明らかにする
と共に，病原性に関与する遺伝子の探索を行い，イネ苗立
枯細菌病の新たな防除方法の開発に向けた知見を得るこ
とを目的とした． 
 
２．方法 
（１）材料 
野生株として，ジーンバンクから取り寄せた B. plantarii 
MAFF301723 を用いた． 
（２）変異株の作製 
野生株のコンピテントセルに，Ez-Tn5 トランスポゾン
(Epicentre 社製)をエレクトロポレーション法で導入する
ことにより，無作為に遺伝子が変異した株を多数作出した． 
（３）スクリーニング 
各変異株をイネ(Oryza sativa 'Koshihikari')の種子に接種
し，野生株よりも有意に病原性が低下している株をスクリ
ーニングした．併せて，AFG培地上で培養することにより
トロポロン産生能が低下している株をスクリーニングし
た．それらスクリーニング株の培養上清を高速液体クロマ
トグラフィー(HPLC)で分析することにより，詳細なトロ
ポロン産生量を調査した． 
（４）変異遺伝子の特定 
Universal Genome Walker Kit(TaKaRa 製)を用いて，得ら
れたスクリーニング株のトランスポゾン挿入位置を特定
した． 
（５）補完株の作製 
トランスポゾン挿入によって変異したことが予想され
る遺伝子の元の遺伝子(以降，補完遺伝子と表記)を，野生
株の DNAから増幅させ，新しいトランスポゾン配列の内
部に組み込み，スクリーニング株のコンピテントセルに導
入した．得られた補完株の DNAを抽出し，PCRにより補
完遺伝子の挿入を確認した．これらの補完株の接種試験と
HPLCによるトロポロン産生量調査を行い，病原性とトロ
ポロン産生能の回復の有無を確認した． 
 
３．結果および考察 
（１）スクリーニング株 
作製した変異株について，接種試験および AFG 培地テ
ストを行ったところ，トロポロン産生能のみ低下した株 1-
20・3-25・16-17，病原性のみ低下した株 14-22，トロポロ
ン産生能と病原性の両方が低下した株 3-17・3-34という 3
グループのスクリーニング株が得られた(表 1 ，図 1 )．ま
た，これらの株の培養上清を HPLC 分析したところ， 1-
20・3-17・3-25・3-34・16-17はトロポロン産生能が低下し
た株であることが示唆された(図 2 )． 
  
表 1．スクリーニング株のトランスポゾン挿入位置， 
病原性，およびトロポロン産生能． 
遺伝子地図におけるバーは 1 kbpを示す． 
矢頭( )はトランスポゾン挿入位置を示す． 
 
a ) 1-20株 
ピルビン酸フェレドキシン酸化還元酵素遺伝子の内部
にトランスポゾンが挿入されていた(表 1 )．この酵素はピ
ルビン酸合成に関与している．  
b ) 3-17株 
グルタミン酸シンターゼ遺伝子の内部にトランスポゾン
が挿入されていた(表 1 )．この酵素はグルタミン酸合成の
最終段階を触媒する酵素である．また，この株は最小培地
では培養できず，最小培地にグルタミン酸を添加すること
で培養可能となったことから，グルタミン酸要求性である
ことが示唆された． 
c ) 3-25株 
フェニル酢酸 CoA オキシゲナーゼ遺伝子(以降，paaJ と
表記)の内部にトランスポゾンが挿入されていた(表 1 )．こ
の酵素はRoseobacter属細菌においてトロポジエチト酸(ト
ロポロン類似体)合成経路で働く酵素である[1]．  
d ) 3-34株 
アルギニノコハク酸リアーゼ遺伝子の内部にトランスポ
ゾンが挿入されていた(表 1 )．この酵素はアルギニン合成
の最終段階を触媒する酵素である．また，この株は最小培
地では培養できず，最小培地にアルギニンを添加すること
で培養可能になったことから，アルギニン要求性であるこ
とが示唆された． 
e ) 14-22株 
FAD結合酸化酵素遺伝子の内部にトランスポゾンが挿入
されていた(表 1 )．この酵素の機能の詳細は不明であるが，
14-22 株が AFG 培地や PDB 培地で難培養であったことか
ら，生育する上で重要な代謝経路に関与する可能性が考え
られた．また，難培養であったため，トロポロン産生能の
定量が不可能であった． 
f ) 16-17株 
エノイル CoA ヒドラターゼ/カルニチン遺伝子(以降，
paaG と表記)の内部にトランスポゾンが挿入されていた
(表 1 )．この酵素は Phaeobacter gallaeciensis においてトロ
ポジエチト酸合成経路で働く酵素である[2]． 
 
図 1．スクリーニング株を接種したイネの茎と根の乾燥重
量．10サンプル／区の平均値を示し，エラーバーは標準偏
差を示す．*; P<0.05, **; P<0.01 ( t 検定を行い，野生株接種
区と比較して有意差があることを示す)．DW；ネガティブ
コントロール(水接種区)．Wild；ポジティブコントロール
(野生株接種区)． 
 
（２）補完株 
3-25に paaJを補完した補完株(#1~5)を作製し，HPLC 分
析を行った結果，5株全ての補完株においてトロポロン産
生が見られ，回復が確認された(図 3 )．この結果から，PaaJ
はトロポロン産生に関与していると言える． 
また，病原性を確認するため，接種試験を行ったところ， 
3-25 接種区および補完株接種区は野生株接種区との比較
で有意差が見られず，病原性に変化がなかった． 
 
トロポロン
産生能
ピルビン酸フェレドキシン酸化還元酵素遺伝子
グルタミン酸シンターゼ遺伝子
フェニル酢酸CoAオキシゲナーゼ遺伝子
アルギニノコハク酸リアーゼ遺伝子
FAD結合酸化酵素遺伝子
エノイルCoAヒドラターゼ/カルニチン遺伝子
14-22 ↘ -
16-17 → ↘
3-25 → ↘
3-34 ↘ ↘
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変異株 トランスポゾンの挿入位置 病原性
  
 
図 2．スクリーニング株の HPLC によるトロポロン産生量
の測定．矢頭( )はトロポロンのピークを示す．横軸は溶
出時間(min)．縦軸は吸光度(325 nm)． 
 
 
図 3．3-25と補完株(#1~5) の HPLCによるトロポロン産生
量の測定．矢頭 ( )はトロポロンのピークを示す．横軸は
溶出時間(min)．縦軸は吸光度(325 nm)． 
 
（３）まとめ 
 1-20 株・3-25 株はトロポロン産生能を消失しているに
もかかわらず，病原性を維持していた．これまで B. 
plantarii の病原性因子はトロポロンであると考えられて
きたが，本研究によりトロポロン以外にも病原性因子が存
在する可能性が示唆された． 
また，本研究により，トロポジエチト酸合成経路やアル
ギニン生合成経路が，病原性やトロポロン産生能に関与し
ていることが示唆された．B. plantariiにおいて，トロポロ
ン産生能に関与する遺伝子として paaJ や paaG が発見さ
れたのは，本研究が初めてである． 
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